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Abstract

Cocoa (Theobroma cacao) production in
Indonesia is increasing from year to year. The high
production of cocoa has an impact on increasing
cocoa pod and pulp waste. Cocoa pod contains
lignocellulose, while cocoa pulp contains many
sugars. The composition of cocoa pod and pulp
allows the cellulolytic microbe to grow. This study
aims to perform microbial selection from fermented
cocoa and sugar cane can grow in the cocoa pod
and pulp-based media. The selection method using
the CMC 1%, pod 1%, pulp 1%, and pod 0.5%+pulp
0.5% media. Then, the analysis of reducing sugar
was conducted using DNS method, while the total
sugar analysis using phenol-H:S04 method. Sugars
from hydrolysis were analyzed quantitatively using
TLC. The results of microbial selection on CMC 1%,
pod %, pulp 1%, and pod 0.5%+pulp 0.5% media
obtained Paenibacillus polymyxa TBT 3.2 that have
the largest cellulolytic index on the pod 1% media.
Isolates TBT 3.2 grown on pod 1% medium produce
reducing sugar is 4.965 mg/mL at 30 hours sampling
with highest total sugar at 6 hours sampling is 9.789
mg/mL. The types of sugars identified using the TLC
are mannose, galactose, glucose, and cellobiose.

[Keywords: DNS, galactose, cellobiose, cellulose]

*) Penulis korespondensi: ameryandini@apps.ipb.ac.id

0125-9318/ 1858-3768 ©2023 Authors

Abstrak

Produksi kakao (Theobroma cacao) di Indonesia
semakin meningkat dari tahun ke tahun. Produksi
kakao yang tinggi berdampak pada meningkatnya
limbah pod dan pulp kakao. Pod kakao mengandung
lignoselulosa, sedangkan pulp kakao banyak
mengandung gula. Komposisi dari pod dan pulp
kakao ini memungkinkan mikroba selulolitik dapat
tumbuh. Penelitian ini bertujuan melakukan seleksi
mikroba asal fermentasi kakao dan tebu yang dapat
tumbuh pada media berbasis pod dan pulp kakao.
Metode seleksi dilakukan menggunakan media
CMC 1%, pod 1%, pulp 1%, dan pod 0,5%tpulp
0,5%. Kemudian, analisis gula reduksi dilakukan
menggunakan metode DNS, sedangkan analisis total
gula menggunakan metode fenol-H2SO4. Gula hasil
hidrolisis dianalisis secara kuantitaf menggunakan
KLT. Hasil seleksi mikroba pada media CMC 1%,
pod 1%, pulp 1%, dan pod 0,5%tpulp 0,5%
diperoleh isolat Paenibacillus polymyxa TBT 3.2
yang memiliki indeks selulolitik terbesar pada
media pod 1%. Isolat TBT 3.2 yang ditumbuhkan
pada media pod 1% menghasilkan gula reduksi
sebesar 4,965 mg/mL pada jam ke-30 dengan total
gula tertinggi pada jam ke-6, yaitu 9,789 mg/mL.
Jenis gula yang teridentifikasi menggunakan KLT
berupa manosa, galaktosa, glukosa, dan selobiosa.

[Kata kunci: DNS, galaktosa, selobiosa, selulosa]
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Pendahuluan

Produksi buah kakao di Indonesia menurut
Badan Pusat Statistik pada tahun 2022 mencapai
667.300 ton (Data Indonesia 2023). Tingginya
produksi buah kakao mengakibatkan meningkatnya
limbah dari buah kakao tersebut karena pemanfaatan
buah kakao terbatas pada biji. Limbah dari buah
kakao dapat berupa pod dan pulp kakao. Pod kakao
merupakan bagian mesokarp buah kakao yang
mencakup kulit terluar sampai daging buah sebelum
biji. Menurut Kilama et al. (2019), pod kakao
berkisar 74% dari berat total buah kakao yang akan
dibuang selama proses pengolahan kakao dan dapat
menyebabkan masalah lingkungan. Sel endokarp
yang melekat pada lapisan luar epidermis kulit biji
membentuk pulp buah. Pulp mengandung 82—-87%
air dan 8-14 % gula yang sangat baik untuk
pertumbuhan mikroba pelaku fermentasi (Kadow et
al,, 2013). Salah satu metode alternatif dalam
mengurangi limbah pod dan pulp kakao, yaitu
menggunakan mikroba selulolitik (Putri et al., 2023;
Putri et al., 2019; Kurniawati et al., 2016).

Selulosa merupakan komponen utama dinding
sel tumbuhan. Selulosa tidak mudah didegradasi
secara kimia atau mekanis dan erat berasosiasi
dengan lignin dan hemiselulosa. Selulosa
merupakan polisakarida dengan ikatan f-1,4
glukosidik yang dihubungkan melalui ikatan
hidrogen dan gaya van der Waals (Li et al., 2020).
Degradasi selulosa dapat dilakukan oleh enzim
selulase yang tersusun atas endoglukanase,
eksoselobiohidrolase, dan B-glukosidase. Selo-
oligosakarida yang dihasilkan dari proses degradasi
selulosa dapat dimanfaatkan sebagai senyawa
prebiotik, sedangkan selobiosa dan glukosa
digunakan oleh mikroba sebagai sumber karbon
dalam pembentukan energi dan bioetanol.

Penelitian mengenai pemanfaatan pod dan pulp
kakao di Indonesia hingga kini masih belum banyak
dilakukan, padahal kandungan selulosa dalam pod
kakao sebanyak 74% (Daud et al., 2013). Menurut
Nisa & Putri (2014), selulosa dari pod kakao dapat
digunakan sebagai bahan pembuatan CMC. Fauzi et
al. (2012) menunjukkan bahwa pod kakao dapat
dimanfaatkan untuk pembuatan bioetanol fuel
grade. Selain pod kakao, limbah pulp kakao dapat
digunakan untuk pembuatan bioetanol
menggunakan bantuan khamir (Kristiani et al,
2013). Pemanfaatan limbah pulp kakao juga dapat
digunakan sebagai herbisida untuk beberapa gulma
berdaun lebar (Pujisiswanto, 2011). Hasil-hasil
penelitian tersebut menunjukkan bahwa
pemanfaatan limbah pod dan pulp kakao memiliki
potensi besar dalam menunjang kehidupan manusia.
Penelitian ini bertujuan melakukan seleksi mikroba
asal fermentasi kakao dan tebu yang dapat tumbuh
pada media berbasis pod dan pulp kakao.

Bahan dan Metode
Persiapan substrat pod dan pulp kakao

Buah kakao diperoleh dari kebun rakyat di
Leuwikopo Bogor. Preparasi media dilakukan
dengan membelah buah kakao yang sudah masak.
Kemudian, kulit (pod) dan pulp kakao dipisahkan
dari bijinya. Pod dan pulp kakao dipotong lembaran
ukuran 1x1 c¢m? lalu dikeringkan dalam oven pada
suhu 60 °C selama 3 hari. Potongan pod dan pulp
yang sudah kering dihaluskan dan diayak
menggunakan saringan 80 mesh. Bubuk pod dan
pulp lolos digunakan sebagai media seleksi mikroba
yang akan digunakan.

Seleksi mikroba

Sebanyak 23 isolat mikroba yang diperoleh dari
fermentasi kakao dan tebu yang merupakan koleksi
laboratorium Bioprospeksi Mikrob Pusat Penelitian
Bioteknologi IPB, diremajakan pada media yeast-
peptone-glucose (YPG) padat dan diinkubasi pada
suhu ruang selama 24 jam. Isolat-isolat tersebut
diseleksi pada media CMC 1% (1g CMC; 0,02g
MgS04.7H20; 0,075g KNOs; 0,05g KoHPOs;
0,002g FeS0O4.7H.0; 0,004g CaCl.2H20; 0,2g
ekstrak khamir, 2,3 g agar-agar bakto, dan 0,lg
glukosa), dan dilanjutkan pada media pod 1%, pulp
1%, pod 0,5%tpulp 0,5% yaitu dengan
menggantikan CMC dengan pod atau pulp.

Seleksi pada media CMC: Sebanyak 1 ose
isolat mikroba berusia 24 jam diinokulasikan pada
media CMC 1% padat, kemudian diinkubasi pada
suhu ruang selama 24 jam. Diameter koloni mikroba
diukur. Cawan berisi isolat kemudian digenangi
dengan reagen merah kongo selama 15 menit, lalu
dibilas menggunakan NaCl 0,2 M sebanyak 3 kali
dan ditunggu hingga kering. Diameter zona bening
kemudian diukur. Nilai indeks potensial dihitung
mengikuti  Downie et al. (1994) dengan
menggunakan rumus berikut:

diameter zona bening — diameter koloni

Indeks =

diameter koloni

Isolat dengan nilai indeks potensial yang tertinggi
akan dipilih untuk karakterisasi selanjutnya.

Seleksi pada substrat pod dan pulp kakao:
Sebanyak 4 isolat mikroba terpilih berdasarkan
indeks selulolitik yang tinggi diambil 1 ose, lalu
diinokulasikan pada 3 macam media berbeda, yaitu
media YPG (1 g ekstrak khamir, 2 g pepton, 2 g
glukosa, 2,3 g bubuk agar-agar bioteknologi dan 100
mL akuades) dengan penambahan pod 1%, pulp 1%,
dan pod 0,5%+pulp 0,5%. Isolat diinkubasi pada
suhu ruang (30 °C) selama 24 jam. Kemudian koloni
yang terbentuk diukur diameternya, dan cawan di-
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rendam dengan reagen merah konngo selama 15
menit. Isolat dibilas menggunakan NaCl 0,2 M
sebanyak 3 kali, lalu dikeringkan. Diameter zona
bening diukur dan didokumentasikan dalam bentuk
foto. Percobaan dilakukan sebanyak 3 kali ulangan.
Indeks potensial dihitung menggunakan rumus
sebagai berikut:

diameter zona bening — diameter koloni

Indeks =

diameter koloni

Isolat dengan nilai indeks potensial yang tertinggi
yang  berarti memiliki  kemampuan  untuk
menggunakan pod atau pulp kakao untuk tumbuh akan

dipilih untuk karakterisasi selanjutnya.
Hidrolisis pod kakao oleh isolat terpilih

Isolat mikroba terpilih ditumbuhkan pada media
pod 1% dengan suplementasi glukosa 0,1%. Setiap
3 jam sekali selama 30 jam dilakukan pengambilan
inokulum untuk diukur total gula, gula pereduksi,
dan jumlah koloni. Total gula diukur menggunakan
metode fenol-H>SO4 (Dubois et al, 1989),
sedangkan gula pereduksi menggunakan metode
DNS (Miller, 1959). Koloni mikroba dihitung
menggunakan metode fotal plate count (TPC).

Perhitungan koloni mikroba menggunakan
metode TPC. Sebanyak 1 mL sampel diencerkan
dengan 9 mL NaCl fisiologis hingga pengenceran
10* dan 10°. Pada pengenceran 10* dan 107
diambil sebanyak 100 pL untuk ditumbuhkan pada
media YPG padat dengan cara disebar menggunakan
batang penyebar, lalu diinkubasi selama 24 jam pada
suhu 37 °C. Kemudian, jumlah koloni diantara 25
hingga 250 dihitung dalam satuan log CFU/mL.

Karakterisasi ~ produk hidrolisat dengan
Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Isolat mikroba yang ditumbuhkan pada media
pod kakao diambil pada jam ke-30 dengan
konsentrasi substrat pod 1%, 3%, dan 5%. Sampel
disentrifugasi pada kecepatan 8000 rpm selama 15
menit. Larutan standar yang digunakan, yaitu
manosa, galaktosa, xilosa, glukosa, dan selobiosa
dengan masing-masing konsentrasi 1000 ppm.

Plat KLT ditandai menggunakan pensil 2B pada
batas awal penotolan (1 cm dari tepi bawah plat) dan
batas akhir elusi (1 cm dari tepi atas plat). Plat 7LC
Silica gel 60 F2541 (Merck) dimasukkan ke dalam

oven 80 °C selama + 5 menit. Kemudian, sebanyak
25 totol standar dan 20 totol sampel ditotolkan pada
batas awal dengan jarak masing-masing 1 cm, lalu
ditunggu hingga kering. Plat KLT dimasukkan ke
dalam chamber glass yang telah berisi eluen (n-
butanol : asam asetat akuades dengan per
bandingan 2:1:1) hingga pergerakan eluen mencapai
batas akhir elusi. Plat KLT dikeringkan
menggunakan hair dryer, kemudian disemprot
dengan pewarna DAP. Plat KLT dikeringkan
kembali menggunakan hair dryer. Plat yang sudah
kering dimasukkan ke dalam oven 100 °C selama 15
menit untuk memunculkan noda (Reiffova &
Nemcova, 2006). Hasil KLT didokumentasikan
dalam bentuk foto dan dihitung nilai Rf-nya
menggunakan rumus berikut :

jarak yang ditempuh senyawa

Nilai Rf =

jarak yang ditempuh pelarut

Hasil dan Pembahasan
Pod dan pulp kakao

Preparasi media pod dan pulp kakao dimulai
dengan mencari buah kakao yang telah masak. Buah
kakao masak memiliki ciri-ciri antara lain : kulit
buah berubah warna dari hijau menjadi kuning atau
dari merah menjadi jingga tua, tangkai buah kering,
dan jika buah diguncang akan menghasilkan bunyi.
Buah yang telah masak dipisahkan antara pod dan
pulp dari bijinya. Pod kakao yang sudah kering
mengandung  hemiselulosa  23.36%, selulosa
24.51%, dan lignin 30.46% (Rambat et al., 2015).
Serbuk pod dan pulp kakao disaring menggunakan
saringan 80 mesh untuk memperoleh selulosa dan
meningkatkan luas permukaan substrat.

Serbuk pod dan pulp kakao tidak larut dalam
media YPG. Serbuk pod kakao berwarna coklat
muda, sedangkan serbuk pulp kakao berwarna
coklat kekuningan (Gambar 1). Pada media padat,
serbuk pod kakao berwarna lebih gelap daripada
serbuk pulp kakao, sedangkan pod dan pulp kakao
akan mengendap pada media cair. Mikroba dapat
tumbuh dengan mudah pada media padat dari pod
dan pulp kakao. Pada kultur pod dan pulp kakao cair,
pertumbuhan mikroba teramati pada bagian atas
endapannya. Endapan yang telah terdegradasi oleh
mikroba akan berwarna coklat terang, sedangkan
substrat pod dan pulp tetap berwarna coklat gelap.

Gambar 1. Serbuk kakao ukuran 80 mesh asal pod (a) dan pulp (b); isolat TBT 3.2 pada media pod kakao (c)
Figure 1. The 80 mesh dry cocoa powder from the pods (a) and pulp (b); TBT3.2 isolate on the pods media (c)
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Seleksi mikroba selulolitik pada media CMC

Sebanyak 23 isolat mikroba yang diisolasi dari
fermentasi kakao dan tebu ditumbuhkan pada media
CMC 1%+YPG. Seleksi ini dilakukan untuk
memperoleh isolat unggul yang dapat mendegradasi
selulosa. Hasil seleksi menunjukkan bahwa isolat
2P8, 3B2, 4B1, dan TBT 3.2 (Tabel 1, Gambar 2)
memiliki indeks selulolitik terbesar.

Zona bening dapat teramati setelah dilakukan
pewarnaan dengan merah kongo dan dibilas
menggunakan NaCl 0,2 M. Merah kongo berikatan
dengan polisakarida yang terdapat dalam substrat
membentuk warna merah. Zona bening yang
terbentuk  pada media  disebabkan  oleh
terdegradasinya selulosa menjadi selo-oligosakarida
atau selobiosa schingga terbentuk zona berwarna
bening atau merah pudar. Semakin besar diameter
zona bening yang terbentuk menunjukkan bahwa
semakin banyak enzim yang mendegradasi substrat
(Downie et al., 1994). Isolat 2P§, 3B2, 4B1, dan
TBT 3.2 memiliki indeks selulolitik terbesar yang
menunjukkan bahwa isolat-isolat tersebut memiliki
kemampuan untuk menghasilkan enzim
pendegradasi selulosa lebih tinggi dibandingkan
dengan isolat mikroba lainnya.

Seleksi isolat terpilih pada substrat pod dan pulp
kakao

Isolat mikroba yang memiliki indeks selulolitik
terbesar dilakukan seleksi kembali pada media pod
dan pulp. Konsentrasi media yang digunakan, yaitu
pod 1%, pulp 1%, dan pod 0,5%+pulp 0,5%.
Konsentrasi ini disesuaikan dengan substrat CMC
1% yang berfungsi sebagai kontrol. Hasil seleksi
menunjukkan isolat TBT 3.2 menghasilkan zona
bening terbesar pada ketiga media berbeda (Tabel 2,
Gambar 3).

Isolat 2P8, 3B2, dan 4B1 memiliki kemampuan
mendegradasi selulosa pada pod kakao lebih rendah
dibandingkan dengan isolat TBT 3.2. Hal tersebut
dapat disebabkan oleh konsentrasi lignin yang tinggi
pada substrat pod. Lignin adalah senyawa kompleks
dari unit-unit aromatik syringil (S), guaiacyl (G),
dan p-hydroxyphenyl (H) yang tergabung melalui
keterkaitan antarunit, dimana keterkaitan (-O-4’
yang paling melimpah (45-94% dari total
keterkaitan antarunit) (Aminah et al., 2019; Munk et
al., 2015; Vanholme et al, 2010). Selain itu,
komposisi pulp yang banyak mengandung gula
digunakan  mikroba untuk pertumbuhannya
sehingga tidak dihasilkan enzim ekstraseluler untuk
mendegradasi selulosa.

Tabel 1. Indeks selulolitik dari berbagai isolat mikroba pada media CMC 1%
Table 1. Cellulolytic index of various microbial isolates on 1% CMC media

Kode Isolat Indeks selulolitik Kode Isolat Indeks selulolitik
Isolate code Cellulolytic index Isolate code Cellulolytic index
OP1 0,179 2P7 0,154

0P2 0,179 2P8 0,364

1P3 0,120 2P9 0,154

1P4 0,000 2P10 0,000

1B2 0,000 2B1 0,286

1B3 0,000 2B3 0,167

2P1 0,042 3Bl 0,100

2P2 0,296 3B2 0,462

2P3 0,214 4B1 0,386

2P4 0,000 4B2 0,111

2P5 0,000 TBT 3.2 0,712

2P6 0,185

Gambar 2. Pertumbuhan beberapa isol pada media CMC 1%

Figure 2. Growth of several isolates on 1% CMC media
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Tabel 2. Indeks selulolitik pada media pod dan pulp kakao
Table 2. Cellulolytic index on pod media and cocoa pulp

Jenis Substrat

Kode Isolat Type of substrate

Isolate code Pod 1% Pulp 1% Pod 0,5%+Pulp 0,5%
2P8 0,000 % 0,00 0,112 % 0,05 0,103 0,18

3B2 0,000 + 0,00 0,044 + 0,04 0,208 + 0,09

4B1 0,092+ 0,16 0,000 0,00 0.191 + 0,04

TBT 3.2 1,574+ 0,39 1,251 40,18 1,061 £ 0,14

oy

Gambar 3. Pertumbuhan isolat TBT 3.2 pada media yang mengandung pod kakao 1%
Figure 3. Growth of TBT 3.2 isolate on media containing 1% cocoa pods
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Gambar 4. Grafik hubungan antara kurva pertumbuhan dan produksi gula Paenibacillus polymyxa TBT 3.2 pada media pod
1% pH 7 yang diinkubasi pada suhu ruang

Figure 4. Graph of the relationship between the growth curve and sugar production of Paenibacillus polymyxa T7BT 3.2 on
1% pH 7 pod media incubated at room temperature
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Kenaikan jumlah koloni menunjukkan bahwa
Paenibacillus  polymyxa TBT 3.2 mengalami
pertumbuhan dengan menggunakan pod kakao
sebagai sumber karbonnya. Jumlah gula pereduksi
diawal inkubasi berasal dari suplementasi glukosa
0,1% pada media kultur sehingga sel dapat tumbuh.
Kemudian, sel mikroba akan mendegradasi selulosa
yang terdapat pada pod kakao menjadi gula-gula
sederhana, seperti selobiosa dan glukosa. Glukosa
hasil merupakan sumber karbon untuk pertumbuhan
bakteri.

Gula pereduksi merupakan gula yang memiliki
gugus aldehid atau keton bebas sehingga dapat
mereduksi suatu senyawa, seperti glukosa, fruktosa,
manosa, maltosa, dan laktosa (Astuti & Rustanti,
2014).Total gula merupakan jumlah gula pereduksi
dan non pereduksi yang terdapat pada media.
Pengukuran total gula menggunakan metode fenol-
H2SOs4. Metode fenol-H2SO4 adalah metode analisis
karbohidrat yang paling mudah dan akurat. Metode
ini digunakan untuk mengukur gula dalam bentuk
oligosakarida, proteoglikan, glikoprotein, dan
glikolipid. Total gula mengalami fluktuasi pada
setiap jam, kondisi ini diduga akibat adanya
degradasi selulolitik dari pod oleh bakteri. Kenaikan
total gula terjadi pada jam ke-3, 6, 12, 18, dan 24
dengan puncaknya pada jam ke-6 sebesar 9,789
mg/mL, sedangkan konsentrasi total gula terkecil
pada jam ke-15, yaitu sebesar 5,335 mg/mL. Calvo
et al. (2021) menemukan kadar total gula yang
menurun antara 55 — 64% selama proses fermentasi
8 hari, sedangkan Indrayati et al. 2021 mengamati
penurunan konsentrasi total gula selama 12 hari
fermentasi. Perbedaan hasil penelitian ini
disebabkan singkatnya waktu pengamatan sehingga
proses yang terjadi adalah aktifnya mikroba
mendegradasi selulosa sehingga banyak terbentuk
gula-gula sederhana. Hal tersebut ditunjang dengan
data jumlah koloni yang juga meningkat, yaitu 6,602
log CFU/mL pada awal inkubasi dan terus
meningkat menjadi 8,491 log CFU/mL pada jam ke-
30.

Penurunan total gula yang terjadi pada jam ke-9,
15, dan 21 disebabkan oleh gula-gula sederhana
hasil degradasi selulosa digunakan oleh mikroba
untuk tumbuh. Pada jam ke-24 total gula terus
mengalami penurunan hingga jam ke-30 yang
menunjukkan bahwa jumlah selulosa dan gula-gula
lainnya semakin berkurang karena telah terdegradasi
sebelumnya.

Karakteristik produk hidrolisat dengan KLT

Uji kromatografi lapis tipis bertujuan melihat
jenis sakarida yang dihasilkan dari degradasi
selulosa. Hasil percobaan ditunjukkan pada gambar
5. Nilai Rf dari standar gulanya, yaitu manosa
(0,625), galaktosa (0,562), xilosa (0,662), glukosa
(0,6), dan selobiosa (0,5). Hasil elusi menunjukkan
bahwa pada konsentrasi pod kakao 1% gulanya tidak
dapat teridentifikasi, sedangkan pada konsentrasi
3% dan 5% teramati jenis gula yang sama dengan
nilai Rf antara 0,4 — 0,625. Nilai Rf tersebut berarti
gula yang dihasilkan dapat berupa manosa,
galaktosa, glukosa, dan selobiosa.

Gula-gula sederhana yang dihasilkan dari
degradasi pod kakao ini dapat dimanfaatkan sebagai
sumber bioetanol. Rahman et al (2023)
menggunakan microwave untuk menyiapkan pod
kakao sebagai media untuk produksi bioethanol.
Pemanfaatan microwave pada suhu 180 °C
memberikan komposisi glukosa dan xilosa tertinggi.
Isolat khamir dapat ditambahkan pada hasil
hidrolisat pod kakao oleh isolat TBT 3.2 untuk
difermentasi lebih lanjut.

man gal xyl glu selo 1 3 5

Gambar 5. Kromatografi lapis tipis pod kakao pada jam
ke-30  dengan  berbagai  konsentrasi.
Keterangan: man = manosa, gal = galaktosa,
xyl = xilosa, glu = glukosa, selo = selobiosa, 1
= pod 1%, 3= pod 3%, 5 = pod 5%

Figure 5. Thin layer chromatography of cocoa pods at
30 hours with various concentrations. Note:
man = manose, gal = galactose, xyl = xylose,
glu = glucose, selo = celelobioea, 1 = pod
1%, 3= pod 3%, 5 = pod 5%
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Kesimpulan

Paenibacillus polymyxa TBT 3.2 merupakan
isolat mikroba terbaik yang memiliki indeks
selulolitik terbesar baik pada media CMC 1%, pod
1%, maupun pulp 1% dengan indeks selulolitik
tertinggi pada substrat pod kakao. Gula pereduksi
hasil degradasi pod kakao terus meningkat setiap
jam dengan puncaknya pada jam ke-30. Namun,
total gula mengalami fluktuasi dengan konsentrasi
tertinggi pada jam ke-6 dan konsentrasi terendah
pada jam ke-15. Identifikasi gula dengan KLT
diperoleh hasil degradasi pod kakao berupa gula
manosa, galaktosa, glukosa, dan selobiosa.
Penelitian selanjutnya dapat dilakukan
menggunakan co-culture untuk memanfaatkan gula
pereduksi yang dihasilkan seperti untuk pembuatan
bioethanol.
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